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La presente invention se rapporte au domaine de 
1' analyse biologique et chimique. Elle s' applique as tout 
protocole biologique ou chimique incluant une etape par 
cyclage thermique. Elle se rapporte entre autres a la 
5 reaction de polymerisation en chaine (ou PCR) , largement 
utilisee en analyse genetique. L' invention qui est 
utilisable en analyse genetique est cependant egalement 
utilisable pour de nombreux protocoles chimiques non 
genetiques . 

10 On fera d' abord de brefs rappels sur les proprietes 

physico-chimiques de l'ADN puis nous presenterons un 
element d'art anterieur concernant un dispositif pour 
realiser la PCR. 

L'ADN est une macromolecule composee d'un 

15 enchainement de quatre nucleotides differents (A, C, G, 
T) . Les quatre nucleotides sont capables de s'apparier 
deux a deux (A: T et G:C). On parle de complementarity . 
Deux brins complementaires sont capables de s'hybrider 
et de se separer successivement a l'infini. L'etat 

2 0 double ou simple brin depend des- conditions de 
.stringeance (pH, sel, temperature) . -C-' est cette capacite 
d' hybridation et de denaturation successives qui est 
utilisee au cours de la reaction de PCR (reaction de 
polymerisation en chaine) . 

25 Comment des lors s'effectue la synthese d'ADN ? 

Dans la , nature, lors de la division cellulaire, l'ADN 
est duplique de fagon a assurer la transmission de 
1' information genetique. La synthese de cet ADN est 
assuree par des enzymes. II s'agit des ADN polymerases. 

30 A partir d' un brin d'ADN matrice, .elles incorporent en 
face . de chaque nucleotide celui qui lui est 
complementaire, creant ainsi un noiiveau brin d'ADN. 
C'est 1 ' elongation . - 



In vitro, pour realiser cette synthese, il faut 
fournir a la polymerase en plus de la matrice et des 
dNTP, une amorce qui permettra d' initief la 
polymerisation, Cette amorce est un court fragment d'ADN 
(une vingtaine de nucleotides environ) complementaire 
d'une extremite du fragment d'ADN matrice. Pour obtenir 
de l'ADN double brin, il faut deux amorces : une sur 
chaque brin, de part et d' autre du fragment que 1'on 
veut amplifier. 

En vue de reproduire un ADN en de multiples 
exemplaires, la PCR exploite les capacites de 
denaturation et d' hybridation de l'ADN ainsi que 
1' elongation par une polymerase. Le principe est le 
suivant : 

- denaturation de l'ADN par chauffage de la solution a 
94 °C, de fagon a separer completement les deux brins 
d'ADN et a eliminer les structures secondaires ; 

- hybridation de 1' amorce sur le simple brin en 
abaissant la temperature afin de permettre 1' appariement 
specifique ; et 

- elongation d' un brin d'ADN en se plagant a la 
temperature optimale d' activite de la polymerase 
thermostable, soit 72 °C. 

Apres ces trois etapes qui constituent un cycle, on 
denature a nouveau : l'ADN neosynthetise va servir a son 
tour de matrice. Les cycles sont ainsi repetes vingt a 
trente fois. L' augmentation de la quantite de matrice 
est exponentielle . 

II existe, en analyse genetique, d'autres 
protocoles necessitant des cyclages en temperature : 
ainsi on connait des techniques d' amplification derivees 
de la PCR (Polymerase Chain Reaction) telles que la RT- 
PCR, la PCR allele specifique, et la Taq Man PCR (White 
B.A., 1997). On connait egalement des techniques de LCR 
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(Ligase Chain Reaction) comme la LCR, la Gap LCR, 
Asymetric Gap LCR, la RT-LCR, 1' Oligonucleotide Ligation 
Assay (OLA), et la PCR-OLA (Bouma, S.R., 1993), (Segev, 
D., 1990), (Nikiforov, T . , 1995), (Marshall, R.L., 
5 1994), Nickerson, D . A. et al., 1990). On connalt des 
reactions de sequengage cyclique a partir de clones ou 
de reactions de PCR. On connalt des reactions de 
microsequengage cyclique (single nucleotide primer 
extension) (Cohen, D., 1996). 

10 Toutes ces techniques sont concernees par 

1' invention dans la mesure • ou elles impliquent un 
cyclage en temperature. 

On " connalt du document US-5 736 314 un dispositif 
permettant de mettre en ceuvre la PCR. La solution 

15 parcourt un tube entoure d' elements chauffants 
annulaires. Chaque element chauffe a une temperature 
donnee le trongon de tube qu' il entoure. A mesure 
qu' elle parcourt le tube, la solution est done soumise a 
dif ferentes temperatures successives qui, convenablement 

20 choisies, permettent de mettre en- ceuvre la PCR. Ce 
. .dispositif . a pour inconvenient 'qu' il:' 'requiert d' avoir 
autant de, zones thermiques qu' il y -a de temperatures 
dif ferentes dans un cycle- et qu'il'y a ■ de cycles. Cela 
. rend le circuit de la solution particulierement long. De 

25 plus, chaque zone thermique doit etre isolee le mieux 
possible des • zones adjacentes pour garantir autant que 
possible une temperature uniforme dans chaque zone. Or, 
cela est difficile a realiser en pratique et/ou tres 
couteux. De plus, cela allonge egalement le circuit. 

30 Un but de. 1' invention est de fournir un . dispositif 
de cyclage thermique permettant de reduire la longueur 
du circuit de la. solution et • d' obtenir - a faible cout les 
temperatures exactement . requises pour le- cyclage 
thermique. - - 



En vue de la realisation de ce but, on prevoit 
selon 1' invention un dispositif pour la realisation de 
reactions chimiques ou biochimiques par cyclage 
thermique, comportant au moins un canal, des mo yens pour 
aliment er en continu le canal avec une solution et des 
moyens pour donner au canal au moins deux temperatures 
predetermines de sorte que la solution est mise a ces 
temperatures lorsqu' elle parcourt une fois le canal, le 
dispositif comportant des moyens pour faire passer le 
canal de l'une a 1' autre des temperatures au cours du 
temps durant le parcours du canal par la solution. 

Ainsi, toute la solution circulant dans le canal 
(ou dans le trongon de canal considere) est portee 
successivement aux differentes temperatures requises par 
le cyclage thermique. En choisissant la vitesse de 
parcours, on determine done le nombre de fois ou la 
solution subit ce cyclage dans le canal. Le nombre de 
cycles sera d'autant plus eleve que la vitesse de 
parcours de la solution sera basse. 

1/ invention permet de reduire les dimensions du 
dispositif, ce qui reduit le cout de realisation. 
1/ utilisation d'une seule zone thermique pour, le canal 
supprime les difficultes apparaissant dans l'art 
anterieur avec les zones thermiques voisines a 
temperatures differentes. L' invention permet de donner 
au canal une configuration lineaire, ce qui est facile, 
et done peu couteux, a fabriquer. II est tres avantageux 
de supprimer les virages et de diminuer la longueur des 
canaux notamment quand le fluide circule par effet 
electro-osmotique. L f invention limite les risques de 
contamination entre differents protocoles successifs et 
facilite les ringages et les nettoyages. Les temps des 
differentes etapes des cycles peuvent etre facilement 
modifies sans changer ni la microstructure, ni le mode 



de thermostatisation,- mais uniquement; le debit du fluide 
a traiter. Des debits tres lents peuvent etre utilises 
puisque la longueur du circuit peut etre petite; Ceci 
apporte beaucoup d'avantages, notairuuent lorsque le 
liquide est deplace par pression car les pertes de 
charge sont beaucoup plus petites. L' invention permet de 
traiter rapidement une grande quantite de solution 
puisque le cyclage thermique a lieu a flux continu de 
liquide. Elle permet d' assurer un haut debit de liquide. 

L' invention permet de mettre en oeuvre de nombreuses 
techniques bien connues de l'homme du metier. On peut 
citer notamment : 

- tous les types de PGR comme la PCR, la RT-PCR, la PCR 
allele specifique, la Taq man PCR ... ; 

- tous le's types de LCR (Ligase Chain Reaction) comme la 
LCR, la Gap LCR, l'Asymetric Gap LCR, la RT-LCR, 
1' Oligonucleotide Ligation Assay (OLA), et la PCR-OLA ; 

- les reactions de sequen^age cyclique a partir de 
clones ou de reactions de PCR ; 

- les reactions de microsequengage cyclique (single 
nucleotide primer extension)* ; et 

toute autre operation biologique necessitant des 
cyclages thermiques. ' 

L' invention pourra presenter en outre au moins 
l'une des caracteristiques suivantes : 

- le dispositif est agence de sorte que la solution est 
mise aux temperatures suivant une succession temporelle 
formant un cycle predetermine et de sorte que la 
solution subit au moins deux fois le cycle lorsqu' elle 
parcourt une fois le canal ; 

- le dispositif est agence de sorte que la solution est 
mise a au moins trois*- temperatures differentes 
lorsqu' elle - parcourt une fois • le canal ; 



- le dispositif comporte au moins deux canaux en 
communication mutuelle et des moyens pour donner a 
chaque canal au moins deux temperatures respe'ctives 
predeterminees et pour faire passer chaque canal au 
cours du temps de l'une a 1' autre des temperatures 
associees de sorte que la solution est mise aux 
temperatures lorsqu'elle parcourt une fois chaque 
canal ; 

- le canal etant un premier canal et- les moyens de 
modification de la temperature etant aptes a la modifier 
durant une periode predeterminee, le dispositif comporte 
au moins un canal a temperature constante durant la 
periode predeterminee et communiquant avec le premier 
canal ; 

- le dispositif comporte plusieurs canaux disposes en 
parallele les uns aux autres, les canaux ayant des 
temperatures identiques entre eux a un instant 
quelconque donne ; 

- le dispositif comporte une plaque dans laquelle est 
menage le ou chaque canal ; et 

- la plaque est en silicium. 

On prevoit egalement selon 1' invention un procede 
de realisation de reactions chimiques ou biochimiques 
par cyclage thermique, dans lequel on alimente en 
continu au moins un canal avec une solution et on donne 
a la solution au moins deux temperatures predeterminees 
de sorte que la solution est mise aux temperatures 
lorsqu'elle parcourt une fois le canal, dans lequel on 
fait passer le canal de l'une a 1' autre des temperatures 
au cours du temps durant le parcours du canal par la 
solution . 

Le procede pourra presenter en outre au moins l'une 
des caracteristiques suivantes : 



- la .reaction concerne les acides nucleiques naturels, 
synthetiques ou modifies, purifies ou extraits 
d' echantillon, sous la forme ADN, ARN, ou fragments 
d'ADN ou d' ARN ; 

5 - la reaction: concerne des nucleotides naturels ou 
modifies ; 

- la reaction comprend une synthese d' acides nucleiques, 
notamment d'ADN ou de fragment d'ADN comprenant 
eventuellement des nucleotides possedant des 

10 modifications chimiques ; 

- la reaction comprend une reaction de polymerisation en 
chaine . ' r 

Comme evoque ci-dessus, on entend par « reaction de 
polymerisation en chaine » dans le cadre de 1' invention 

15 toute technique PCR, derivant ou equivalente a la PCR. 
Ces techniques comprennent 1' amplification specif ique 
et/ou non specif ique d' acides nucleiques sous la forme 
ADN, ARN naturel ou modifie (PNA) . Ainsi, le dispositif 
et/ou le procede selon 1' invention peut etre utilise 

20 pour effectuer 1' amplification d' une seule sequence ou 
.de plusieurs sequences, simultanement. A:ce titre, les 
PCR en « multiplex » ont ete decrites ' dans Apostolakos 
,(1993) Anal. Biocherru-; 213, 277-284' • et Edwards (1994) 
PCR Methods Applic, 3, 65-75. Dans une meme reaction, 

25.. on amplifie plusieurs sequences simultanement en 
utilisant. plusieurs couples d' amorces. 

r - D' autres techniques, ■ derivees de la PCR, peuvent 
egalement etre mises en oeuvre avec le dispositif ou le 
procede selon 1' invention : 

30 - la LCR (Ligase Chain Reaction), ■■• basee sur 
1' utilisation d'une ADN ligase thermostable ; Barany 
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci.,.USA, 88,.; 189-193 et la 
Gap-LCR* est derivee de la LCR- ; 
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- 1' ERA (End Run Amplification), et la GERA (Gap-ERA) ; 
Adams (1994) Novel amplification technoloqiesS for 
DNA/RNA-based diagnostics meeting, San Francisco", CA, 
USA ; 

- la CPR (Cycling Probe Reaction) , qui met en ceuvre un 
chimere ADN-ARN-ADN et la ribonuclease H ; Duck (1990) 
BioTechniques, 9, 142-147 ; 

- la SDA (Strand Displacement Amplification) ; Walker 
(1992) Nucleic Acids Res., 20, 1691-1696 ; 

- la TAS (Transcription-based Amplification) , Kwoh 
(1989) Proc. Natl. Acad Sci . USA, 86, 1173-1177, utilise 
la Reverse Transcriptase et la T7 polymerase. La Self 
Sustained Sequence Replication s'apparente a la TAS ; 
Gingeras (1990) Ann. Biol. Clin., 48, 498-501 ; 

- la NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) 
est assez similaire a la 3SR ; Kievits (1991) J. Virol. 
Methods, 35, 273-286 ; 

- les techniques permettant 1' amplification non 
specif ique de toutes les sequences nucleotidiques d'un 
echantillon ; Ludecke (1989) Nature 338, 348-350 -; 
Kinzler (1989) Nucleic Acids Res., 17, 3645-3653 ; Zhang 
(1992) Proc. Natl. Acad ; USA, 89, 5847-5851 ; et 
Grothues (1993) Nucleic Acids Res., 21, 1321-1322 ; et 
US-5,731,171 ; et 

- 1 ' amplification des ARNm totaux de cellules qui a ete 
decrit notamment de la page 120 a 121 de « La PCR, un 
procede de replication in vitro », Daniel Larzul, 
Collection Genie Genetique, Ed. Lavoisier. L'homme du 
metier trouvera d' ailleurs dans cette derniere 
reference, d'autres exemples de techniques 
d f amplification pouvant etre mises en ceuvre dans le 
cadre de 1' invention. 

L' invention concerne egalement 1 ' utilisation du 
dispositif et du procede selon 1' invention : 
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- pour effectuer une reaction de synthese et/ou 
d' amplification d' un ou de plusieurs acides nucleiqUes ; 

- pour mettre en oeuvre les techniques PCR/ PCR 
multiplex, LCR, ERA, CPR, SDA, TAS, NASBA, les 

5 techniques d f amplification 1 specif iques ou non 
specif iques, et 1' amplification des ARNm totaux ; et 

- pour le sequengage . enzymatique d'un acide nucleique . 

Le dispositif et le procede selon 1' invention 
peuvent done egalement etre utilises pour le sequengage 

10 enzymatique d' un acide nucleique • La technique consiste 
a a j outer seuleiment une quantite limit ante des 
nucleotides XTP dans le melange reactionnel, ledit 
melange comprenant une quantite de nucleotides marques 
permettant la detection des produits. On peut egalement 

15 utiliser dans le melange reactionnel une f aible quantite 
d f un nucleotide terminateur (ddXTP) . Ces methodes et 
leurs perf ectionnements sont bien connus de 1' homme du 
metier et sont notamment decrites pages 27 a 37 et 58 a 
72 dans Maillet -Baron L. et Soussi T. ; Sequengage des 

20 acides nucleiques, -Collec. Genie Genetique, Tec et Doc 
LAVOISIER (Editions Medicales Internationales) .- 

On prevoit en outre selon 1' invention un produit 
ayant subi une reaction chimique ou . biochimique realisee 
selon un procede conforme a 1' invention. 

2 5 D' autres caracteristiques et avantages de 

1'. invention apparaitront encore dans la description 
suivante de cinq modes pre feres de realisation donnes a 
titre d'exemples non limitatifs. Aux dessins annexes : 

- les figures 1 a 5 sont des vues schematiques de 
30 dispositifs selon cinq modes de realisation 

respectivement ; . 

- la figure 6 est une vue - en plan d'un . substrat 
utilisable pour ces cinq modes ; et r 
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- les figures 7 et 8 sont des vues transversales en 
coupe selon les plans respectifs VII-VII et Vlll-vril de 
la figure 6. 

On va decrire dans leurs principes en reference aux 
figures 1 a 5 cinq modes de realisation du dispositif de 
1' invention applique ici a la mise en oeuvre d'un 
protocole de PCR par cyclage thermique. 

Dans le premier mode de realisation illustre a la 
figure 1, le dispositif 101 comporte une unite de 
cyclage thermique 102 comprenant un substrat' 103. Le 
substrat sera decrit plus bas en plus grands details en 
reference aux figures 6 a 8 . Le substrat 103 presente un 
canal 104 en communication de fluide par son extremite 
amont avec un conduit d' alimentation amont 106 et par 
son extremite aval avec un conduit de sortie aval 108. 

Le dispositif 101 comprend des moyens 105 pour 
faire parcourir en continu le canal 104 par une solution 
amenee par le conduit 106 et sortant par le conduit 108, 
la solution parcourant ainsi une seule fois le canal 104 
suivant sa longueur durant tout le protocole. La 
solution' contient les reactifs necessaires pour la 
realisation de la PCR. ■ - - 

L' unite 102 comprend des moyens pour chauffer ou 
refroidir a volonte le substrat 103, ces moyens etant 
classiques et connus en soi. Dans la suite et pour la 
simplicity, ces moyens seront appeles moyens de 
chauf f age etant entendu qu' ils servent au chauf fage et 
au ref roidissement et ainsi permettent d'elever ou 
d'abaisser la temperature du substrat et du canal. Les 
moyens de chauf fage sont agences pour chauffer ou 
refroidir le substrat 103 dans son integralite de sorte 
que quelle que soit la temperature qu' ils conferent a un 
instant donne au canal 104, tous les trongons du canal 
104 ont meme temperature entre eux. 



1/ unite 102 comprend des mo yens pour commander les 
moyens de chauffage afin qu'ils donnent au canal; 104 
differentes temperatures successivement au cours du 
temps. Ces temperatures sont ici au nombre de trois et 
5 sont celles, connues, utilisees lors de la PCR. Ainsi, 
le canal 104 est d' abord place a une temperature Tl, 
puis refroidi a une temperature T2, puis rechauffe a une 
temperature intermediaire T3. Cette succession 
temporelle forme un cycle de temperature. Ce cycle est 

10 repete de nombreuses fois au cours du temps, comme 
1'illustre le graphe de la figure 1. Ainsi, apres une 
periode a la temperature T3, le canal 104 est a nouveau 
place a la temperature Tl pour le debut d'un nouveau 
cycle et ainsi de suite, 

15 Ce cyclage est effectue alors que la solution 

parcourt le canal depuis le conduit d' alimentation 106 
jusqu'au conduit de sortie 108. On choisit ici la 
section du canal 104 et la vitesse de la solution de 
sorte que la solution portee aux differentes 

20 temperatures Tl T2 et T3, entre son entree et sa sortie 
du canal, subit le . cycle' - vingt ou --trente ■ fois par 
exemple. Par consequent, les reactions de- PCR se 
succedent les unes- aux-autres. Les dif f erents trongons 
du canal qui d' amont en aval ont a un instant donne la 

25 meme temperature, se dif f erencient seulement par le fait 
qu'ils sont traverses par des fractions- de solution 
respectives qui ont deja subi un nombre de cyclages 
thermiques different et d' autant plus eleve que ces 
fractions de solution s'approchent du conduit de sortie.' 

30 Le deuxieme mode de realisation, illustre a la 

figure 2 avec des references augmentees de 100, se 
dif ferencie du precedent seulement par le . fait que 
plusieurs canaux 204 s'etendant en parallele sont 
menages dans le substrat 103. II se passe dans chaque 
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canal 204 de ce mode ce qui se passait dans le canal 104 
du premier mode. Notamment, les moyens de chauffage 
effectuent le meme cyclage thermique sur tout le 
substrat. Dans ce deuxieme mode, a un instant 
5 quelconque, tous les trongons de tous les canaux 204 ont 
meme temperature entre eux. Les canaux 204 ont ici 
chacun leurs conduits d' alimentation et de sortie en 
propre. On peut ainsi traiter en meme temps des 
solutions differentes. Alternativement , les canaux 204 

10 pourraient etre associes a des conduits d' alimentation 
et de sortie communs, par exemple si la meme solution 
parcourt les differents canaux, 

Dans le troisieme mode de realisation illustre a la 
figure 3, et pour lequel les references des elements 

15 analogues sont augmentees de 200, le dispositif comporte 
a nouveau plusieurs canaux. De plus, il comporte cette 
fois non plus une seule unite de cyclage thermique 302 
(a substrat, moyens de chauffage et moyens de commande) , 
mais plusieurs unites 302a, 302b de ce type, par exemple 

20 au nombre de deux. Les deux unites 302a, 302b sont 
disposees en serie de .sorte que les canaux 304a, 304b de 
1' unite amont 302a communiquent par leur extremite aval 
et via des conduits de transfert respectifs 309 avec les 
extremites amont des canaux 304b de l'unite aval 302b. 

25 Chaque ensemble de canaux en communication mutuelle 
forme un circuit . 

L'unite amont 302a est en soi identique a celle du 
deuxieme mode et soumet la solution au cyclage thermique 
deja decrit associe aux temperatures Tl, T2 et T3. 

30 L'unite aval 303b effectue en l'espece un cyclage 
thermique dont les parametres sont differents de ceux du 
cyclage de l'unite amont. Ainsi, ce cyclage aval est 
associe a trois temperatures T4, T5 et T6, differentes 
des temperatures Tl, T2 et T3. De plus, la duree et la 
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succession des temperatures, illustrees au graphe le 
plus bas sur la figure 3, sont dif f erentes . de celles du 
premier cyclage. Par consequent, la solution parcrburant 
chaque circuit subit d' abord plusieurs fois le cyclage 
de 1' unite amont 302a a mesure qu'elle parcourt cette 
unite, puis traverse le ' conduit de transfert 309 et 
arrive sur 1' unite aval* 302b ou elle subit le cyclage 
propre a cette unite, et ce plusieurs fois pourvu que la 
vitesse de la solution dans cette unite soit 
suffisamment lente. La solution sort enfin du dispositif 
301 par le conduit de sortie 308. 

Dans le dispositif selon le quatrieme mode de 
realisation illustre a la figure 4, les references 
numeriques des elements analogues ont ete augmentees de 
300. Le dispositif 401 comporte une unite de cyclage 
thermique 402 semblable a celle du deuxieme mode. II 
comporte en outre deux unites 410a et 410b comprenant 
chacune un substrat 4 03 et des moyens pour assurer aux 
canaux 412 traversant ces unites une temperature, 
respectivement T7 et T8, temporellement - constante . Les 
trois unites 410a, .402 - et .41-0b. sont disposees en serie 
et dans cet ordre avec leurs : canaux respectifs en 
communication- d' amont . - en aval. "Ainsi, la solution 
introduite dans un conduit d' alimentation 406 parcourt 
un canal 412 de 1' unite amont 410a ou elle est placee a 
la temperature T7 • constante pendant une periode 
predetermines, notamment superieure a la duree d'un 
cycle de 1' unite .402. Elle franchit ensuite le conduit 
de transfert 409 puis arrive dans 1' unite* de cyclage 
thermique 402 ou elle subit le cycle thermique plusieurs 
fois. Puis, passant dans le deuxieme conduit de 
transfert 409> elle debouche dans 1' unite aval 410b a 
temperature -constante T5 ou elle demeure - a cette 
temperature .pendant une autre periode - predeterminee . 
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Elle est ensuite evacuee du dispositif par le conduit de 
sortie 408. 

En reference a la figure 5, dans laquell'e les 
elements analogues portent des references augmentees de 
5 400, on a illustre un cinquieme mode de realisation dans 
lequel un conduit secondaire 514 debouche dans le 
conduit d' alimentation 506. 

Ainsi, on forme la solution a traiter, par exemple 
par un melange de reactifs, juste avant 1'arrivee sur 

10 1' unite de cyclage thermique qui est identique a celle 
du deuxieme mode 502. On forme ainsi un melangeur amont . 
Alternativement ou cumulativement, on peut prevoir un 
separateur aval en mettant le conduit de sortie en 
communication laterale avec un conduit de derivation. 

15 Naturellement, on pourra combiner ces differents 

modes de realisation entre eux, par exemple en ajoutant 
au moins une unite a temperature fixe au dispositif de 
la figure 3. 

II importe de noter que ces differents modes de 
20 realisation mettent en oeuvre le protocole avec une 
solution a flux continu ininterrompu . 

On a detaille aux figures 6 a 8 une unite 2 de 
cyclage thermique a plusieurs canaux 4 utilisable dans 
les modes de realisation presentes. Le substrat 3 
25 comprend ici une plaque 16 en silicium, mais cette 
plaque, pourrait etre realisee dans un autre materiau, 
par exemple en verre, en quartz, en materiau polymere ou 
en matiere plastique. Des canaux 4 sont realises par 
gravure chimique de microrainures (de fagon connue en 
30 soi) dans une face superieure de la plaque. Chaque canal 
4 est rectiligne et a un profil en triangle isocele (ou 
en « V ») dont un cote s'etend dans le plan de la face 
de la plaque. Une rampe inclinee relie le fond du canal 
a la face de la plaque a chaque extremite du canal. A ce 



stade, chaque canal 4 est ouvert en partie superieure de 
la plaque- Le substrat 3 comprend une deuxieme plaque 18 
presentant des orifices 20 aptes a venir en coincidence 
avec les extremites des canaux. Cette plaque s'etend sur 
5 la plaque 16. Elle obture ainsi la face superieure des 
canaux et donne acces a ceux-ci. 

La solution circule dans 1'un des orifices, puis 
dans le canal 4 associe, puis dans 1' autre orifice. La 
deuxieme plaque 18 peut etre realisee dans le meme type 

10 de materiaux que la premiere 16. Les deux plaques sont 
scellees ou collees l'une sur 1' autre par exemple. 

Un avantage du silicium est que le silicium est un 
bon conducteur thermique, ce qui donne des temps de 
reponse en temperature tres courts. De plus, les 

15 microtechnologies sur silicium sont largement connues et 
il est facile de controler parf aitement les dimensions 
des canaux. Un exemple de dimensions des canaux est : 
- largeur des canaux : 100 |im (de quelques microns a 
quelques centaines de microns est aussi envisageable) ; 

20 - longueur des canaux : jusqu'a plusieurs centimetres. 

Les moyens de chauffage 20 sont places sous la 
plaque 16 contre sa face inferieure opposee a celle 
superieure portant les canaux. lis assurent le chauffage 
et le ref roidissement de la plaque de fagon connue en 

25 soi, par exemple par effet Pelletier, effet Joule, 
rayonnement ou convection. 

Notons aussi qu' il est possible d' integrer les 
moyens de chauffage 20 directement sur le silicium, par 
exemple en usinant des resistances chauffantes a la 

30 surface d' une des deux plaques 16/ 18, et en plagant 
1' ensemble sur une source froide pour evacuer la 
chaleur. 
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Durant le passage de la solution sur 1' unite 2, le 
nombre de cyclages est fonction du temps passe pa,r la 
solution sur 1' unite. II est done important de bien 
controler le debit de la solution. Ce controle pourra 
etre effectue au moyen d'un pousse-seringue ou par 
pompage (force de pression ou electro-osmose par 
exemple) . 

Les differents canaux d'un meme dispositif peuvent 
par exemple servir au parcours de solutions comprenant 
differents ADN* 

Le canal pourra etre aussi forme par un tube 
capillaire, pourvu que le controle de la temperature de 
la solution demeure possible, 

II va de soi que les temperatures Tl a T8 seront en 
general differentes de la temperature ambiante et que le 
dispositif comporte dans chaque mode de realisation des 
moyens automatises de commande de la temperature de 
1' unite de cyclage thermique pour 1' execution du 
cyclage . 



RE VEND I CATIONS 

1. Dispositif pour la realisation de reactions 
chimiques ou biochimiques par cyclage thermique, 

5 comportant au moins un canal (4 ; 104 ; 204 ; 304a, 
304b ; 404 ; 504), des moyens (105) pour alimenter en 
continu le canal avec une solution et des moyens (20) 
pour donner au canal au moins deux temperatures 
predetermines (Tl, T2, T3 ; T4, T5, T6) de sorte que la 

10 solution est mise a ces temperatures lorsqu'elle 
parcourt une fois le canal, caracterise en ce qu' il 
comporte des moyens (2 ; 102 ; 202 ; 302a, 302b ; 402 ; 
502) pour faire passer le canal de 1'une* a 1' autre des 
temperatures au cours du temps durant le parcours du 

15 canal par la solution. 

2. Dispositif selon la revendication 1, caracterise 
en ce qu' il est agence de sorte que la solution est mise 
aux temperatures (Tl, T2, T3 ; T4, T5, T6) suivant une 
succession temporelle formant un cycle predetermine et 

20 de sorte que la solution subit au moins deux fois le 
cycle lorsqu'elle parcourt une fois le canal- (4 ; 104 ; 
204 ; 304a, 304b ; 404 ; 504) . 

3. . Dispositif .selon la. revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce qu'il est agence de sorte que la 

25 solution est mise a au moins trois temperatures 
differentes (Tl, T2, T3 T4, T5, T6) lorsqu'elle 
parcourt une fois le canal. 

4. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que le 

30 dispositif comporte au moins deux cariaux (304a, 304b) en 
communication mutuelle et des moyens (302a, 302b) pour 
donner a chaque. canal au moins deux temperatures 
respectives predetermines (Tl, T2, T3 ; T4, T5, T6) et 



pour faire passer chaque canal au cours du temps de 
I'une a l f autre des temperatures associees .de sorte que 
la solution est mise aux temperatures lorsqu'elle 
parcourt une fois chaque canal. 
5 5. Dispositif selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 4, caracterise en ce que le canal 
(404) etant un premier canal et les moyens (402) de 
modification de la temperature etant aptes a la modifier 
durant une periode predeterminee, le dispositif comporte 
10 au moins un canal (412) a temperature constante (T7, T8) 
durant la periode predeterminee et communiquant avec le 
premier canal. 

6. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce que le 

15 dispositif comporte plusieurs canaux (204 ; 304a, 304b ; 
404) disposes en parallele les uns aux autres, les 
canaux ayant des temperatures identiques entre eux a un 
instant quelconque donne. 

7. Dispositif selon l'une quelconque des 
20 revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'il comporte 

une plaque (16) dans laquelle est menage le ou chaque 
canal . 

8. Dispositif selon. la revendication 7, caracterise 
en ce que la plaque (16) est en silicium. 

25 9. Procede de realisation de reactions chimiques ou 

biochimiques par cyclage thermique, dans lequel on 
alimente en continu au moins un canal (4 ; 104 ; 204 ; 
304a, 304b ; 404 ; 504) avec une -solution et on donne a 
la solution au moins deux temperatures predeterminees 

30 (Tl, T2, T3 ; T4, T5, T6) de sorte que la solution est 
mise aux temperatures lorsqu'elle parcourt une fois le 
canal, caracterise en ce qu'on fait passer le canal de 
l'une a 1' autre des temperatures au cours du temps 
durant le parcours du canal par la solution. 



10. Procede selon la revendicat'ion 9, caracterise 
en ce que la reaction concerne des acides nucleiques,. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise 
en ce que lesdits acides nucleiques sont des ADN et/ou 
des ARN naturels, synthetiques, ou modifies. 

12. Procede selon la revendication 9 ou 10, 
caracterise en ce que la reaction concerne des 
nucleotides naturels, synthetiques, ou modifies. 

13. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 9 a 12, caracterise en ce que la reaction 
met en oeuvre une synthese d' acides nucleiques. 

14. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 9 a 13, caracterise en ce que la reaction 
comprend une reaction de polymerisation en chaine. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise 
en ce que la reaction de polymerisation en chaine 
consiste notamment en la technique PCR, PCR multiplex, 
LCR, ERA, CPR, SDA, TAS , NASBA, les techniques 
d' amplification specif iques ou non specif iques, et 
1' amplification des ARNm totaux. 

16. Utilisation du dispositif selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8 et du procede selon 
l'une quelconque des revendications 9 a 15 pour 
effectuer une reaction de synthese et/ou d' amplification 
d'un ou de plusieurs acides nucleiques. 

17. Utilisation selon la revendication 16 pour 
mettre en oeuvre les techniques PCR, PCR multiplex, LCR, 
ERA, CPR, SDA, TAS, NASBA, les techniques 
d' amplification specif iques ou non specif iques, et 
1' amplification des ARNm totaux. 

18. Utilisation du dispositif selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8 et du procede selon 
l'une quelconque des revendications 9 a 13 pour le 
sequengage enzymatique d'un acide nucleique. 



20 

i 

19. Produit, caracterise en ce qu' il a subi une 
reaction chimique ou biochimique realisee selon un 
procede conforme a 1'une des revendications 9 a 15; 
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